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論 文 内 容 要 旨
序論
タンパク質は、栄養成分として重要であるばか りでなく、食品加工において
も起泡性や乳化性などの物性面で多様な機能を果たしている。栄養面を生かし
た利用としては、育児粉乳や流動食などの従来からの用途に加えて、飲料や栄
養補助食品などで新分野が築かれている。タンパク質の有効利用を考えるにあ
たって、近年、タンパク質の利用に関しての要求や用途がますます多様化して
きていることは重要なポイン トであり、新たな構造と機能性を持った食品素材
の開発が強く望まれている。
タンパク質を部分分解して得られるペプチ ドには、栄養素の供給源 としての
基本的機能に加えて、様々な生理活性を発揮 している可能性が指摘されている。
その根拠は、生体内に生理機能を持ったペプチ ドが多数存在 し、それ らが前駆
体タンパク質からプロテアーゼによるプロセ ッシングで生成することが明らか
にされてきたこと、及びタンパク質の1次構造データの蓄積 とともに、食品タ
ンパク質のアミノ酸配列に、生体内の生理機能ペプチ ドと類似配列が存在する
ことが明らかになってきたことによる・。すなわち、食品タンパク質をプロテア
ーゼでうまく分解すれば、生体内のペプチ ドと似た立体構造を持った生理活性
ペプチ ドを作成することは十分考えられる。そ ういう意味で、多量に存在する
食品タンパク質は、機能性ペプチ ド主体の機能性素材の宝庫ともいえる。現に、
タンパク質の機能性を向上させた り付加価値を高めたペプチ ドを機能性素材 と
して利用する例が増加 しており、中には特定保健用食:品の主成分 として評価さ
れているものも多くある。今後、易消化吸収性や低アレルゲン性などの機能性
食品分野に加え、材料工学分野においても機能性を持たせたタンパク質、ペプ
チ ドの応用が期待 されている。さらに、食料資源の効率的利用の観点から、未
利用タンパク質資源の開発及び安価な食品素材を高度に加工し、より付加価値
の高い食品素材に変換することもタンパク質研究の重要な目的の一つになりつ
つある。
本研究では、タンパク質資源からの機能性素材の開発を目指 し、食品タンパ
ク質を種々の酵素で分解 して得たペプチ ドのカルシウム塩結晶化阻害作用、及
びペルオキシナイ トライ ト(PN)消去作用を検討 した。次に米糠からブイチン
酸含量の低いタンパク質の調製と、米糠タンパク質からの生分解性フイルムの
形成を検討 し、未利用タンパク質の機能性素材 としての利用を試みた。また、
タンパク質の機能性評価に重要な指標となるア ミノ酸組成を正確かつ迅速に分
析するための方法の確立を目的に、マイクロキャピラリーチューブを用いたタ
ンパク質加水分解法を設定した。
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第一章 食品タンパク質からの機能性ペプチ ドの作出
第一節 タンパク質分解物によるカルシウム塩結晶化の阻害作用と制御
カルシウムは、飽食 の時代 といわれる現代においても所要量 を十分に満たし
ていない、数少ない栄養素の一っである。カルシウムは腸管を通過しなが ら吸
収 され る過程で、種々の物質 と相互作用することが知 られている。牛乳カゼイ
ンか ら調製 したカゼインボスホペプチ ド(CPP)には、カルシウムの吸収促進
作用が知 られている。これはCPPが カルシウム塩の結晶化を防ぎ、受動輸送を
促進す るためと理解 されている2。このような有機物 と無機イオンの相互作用は、
生体における石灰化にも重要である。当研究室では、水産甲殻類 アカフジツボ
リンパ液の主要タンパク質成分であるCタ イプ レクチン(:BRA)がカル シウム
イオンとの相互作用を通 じて、殻形成の制御に関わることを示 してきた3。
本節では、食品タンパ ク質酵素分解物、お よび水産 甲殻類アカフジツボとそ
の近縁種であるミネ フジツボか ら単離 したCタ イプ レクチンのカルシウム塩結
晶化阻害作用を調べ、カルシ ウム吸収促進作用を持 った機能性ペプチ ドの作出
とその作用機構の解明を試みた。
1.タ ンパク質分解物のカルシウム塩結晶化阻害活性及びその増強要因
各種の酵素を用いて調製 した大豆タンパク質酵素分解物の0.05%におけるカ
ルシウム塩結晶化阻害活性を比較 したところ、プロテアーゼMで1時 間分解 し
たものに最 も強い阻害作用がみ られた(Fig.1)。未分解 のコン トロールでは阻害
作用が小 さく、酵素の種類 と分解条件の違いにより異なるカルシウム塩結晶化
阻害活性 を示 したことか ら、分解物の構成ペプチ ドの構造カミ活性の発…現に重要
であることが示唆 された。代表的な食 品成分である食塩、ラク トー ス、有機酸
を共存 させ る と、添加濃度に応 じて活性は増加 した(:Fig2、3)。また、大豆タン
パク質に約数十%も 含 まれているグルタミン残基に着 目し、グルタミナーゼ処
理によるグル タミン酸への変換を図った。経時的にグル タミン酸の増加量 と阻
害作用の変化 を調べた結果、グルタ ミン酸の増加に伴 い阻害活性が10倍 以上
増加 した(:Fig,4)。グルタミナーゼ処理 したタンパク質分解物のペプシン消化耐
性を比較 した ところ、未処理分解物 の活性がペプシン消化時間とともに顕著に
低下 したのに対 して、グル タミナーゼ処理 した分解物は4時 間後も強い活性を
保持 していた。以上の結果か ら、強いカル シウム塩結晶化阻害作用を有 し、な
お且つ消化耐性を持つことか ら、脱ア ミド化 した大豆タンパク質分解物を摂取
した場合、CPPの ようなカルシウム吸収促進作用が十分期待できる。
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2.結 晶化阻害作用の機構及び構造的要因
タンパク質分解物が結晶形成のどの般階で阻害作用 を示すのかを明 らかにす
るために分解物の添加実験を行った(:Fig.5)。分解物をo.025%添加 した揚合、
18分後に結晶の生成が始まったが(核 の成長期)、分解物を0.125%添加するこ
とによって結晶成長は阻害 された。また、炭酸水素ナ トリウム水溶液の添加 と
同時に(結 晶核の形成期)分解物を0.125%加えるとプ ロ トンの放出が停止 し,
核の形成が阻害 された。すなわち、 タンパ ク質分解物の結晶化阻害作用は、タ
ンパク質分解物が核の形成 と成長の両方を阻害するためであることが明 らかに
なった。
このような結晶化阻害作用は、生体内で起こる結晶化制御と非常に翠ている
ため、2種 のフジツボの リンパ液中に存在す るCタ イプ レクチンのカル シウム
塩の結 晶化 阻害活性を調べ、構造 と阻害作用の相関関係 を検討 した。アカフジ
ツボ由来のCタ イプレクチンBRA・2とBRA・3は3μglh11の濃度でも強 い活性
を示 したのに対 して、近縁種であるミネフジツボか らのレクチンBR:Lは、その
10倍濃度でも阻害活性 を示 さなかつた(Fig.6)。BR:Lのア ミノ酸配列 には、
BRA・2、BRA・3とそれぞれ、46%、15%の相同性がみ られ、糖鎖 との結合に
関与す ると考えられ るカルシウムイオン結合部位 もすべて保存 されていた。 と
ころが、BRAとBRLに 含まれる酸性アミノ酸の残基数を比較 しところ、BRA
はBR:Lよりカル シウムと結合 しうるアミノ酸が活性部位 を含 めて70～120%
多かった(Fig,7)。これ らの結果から、カルシウム塩結晶化阻害作用には酸性ア
ミノ酸の残基数及び分子内でのそれ らの配置が重要な役割を果たす もの と考え
られる。
3.走 査型電子顕微鏡 によるカルシウム塩結晶の形態学的観察
タンパ ク質分解物存在下で生成 したカル シウム塩の結晶を走査型電子顕微鏡
で観察 し、結晶の形態に及ぼす影響を調べた。カルシ ウム塩 は通常、三方晶系
の結晶を生成する(:Fig.8)。しか し、タンパク質分解物存在下では、結晶の成長
が阻害 され、それぞれのタンパク質特有の結晶が観察 された。結晶の成長点の
プラス電荷にペ プチ ドのマイナス電荷がイオン結合 し、結晶の成長が阻害 され
ると同時に、結 晶成長の方向も変えて しまった ものと考 えられる。 レクチン存
在下では、まった く異なる形の結晶が観察された。BRAの 共存下では、丸みを
帯びた形態の小 さな結晶が生成 し、結晶核表面を広 く覆って結晶の成長 を阻害
していた。一方、BR:Lでは、非常に特徴的な中央部が くぼんだ円盤状の形態を
持った結晶が生 じた(:Fig.9)。以上のことか ら、タンパク質及びペプチ ドによる
結晶形成制御への可能性が示唆 された。
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第二節 タンパク質酵素分解物のペルオキシナイ トライ ト消去作用
一酸化窒素(NO)と 活性酸素の反応で生 じるペルオキシナイ トライ ト(PN)
は、強力な酸化作用 を示す とともに、細胞傷害のメデイエー ター分子 として癌
や、神経系または免疫系疾患の多 くの病態に深 く関わっている4。最近、多 くの
食事成分が免疫機能増強に働 くことが明 らかにされ、タンパク質成分の重要性
も指摘 されている。低タンパ ク質食投与実験で免疫機能の低下がみ られ ること
や、ホエー タンパク質投与による免疫機能の増強など、タンパ ク質の免疫機能
への関与は示 されつつあるが、まだ不明な点が多い。 タンパク質が多 くの食 品
で主要構成成分であるだけに、その作用についてもより詳 しく調べてお く必要
がある。そ こで本節では、食品タンパ ク質のペプシン分解物及び合成ペプチ ド
のPN消 去活性を調べた。
大豆タンパク質、卵 白アルブ ミン、小麦 グルテンをペプシンで酵素分解 し、
そ れ ら の 分 解 物(SPH:,:EAH,WGH:)のPN消 去 活 性 を
2,7・Dichlorodihyd■o且uorescein(DCDHF)の酸化反応 を用いて調べた5。タン
パク質酵素分解物は、それぞれ、17、12、15%のPN消去活性 を示 した(Fig.10)。
大豆タンパ ク質の酵素分解物から単離 した抗酸化ペプチ ドのにはHis(H)と
Tyr(Y)が含まれ、抗酸化性 との関連が明らかにされている。6そこで、2つ の
且is残基(XHH,HX且,E且X)を含む トリペプチ ドライブラリーをFmoc法を使
った固相法で化学合成 し、PN消 去活性を検討 した(Fig.11)。側鎖の特性により
8つに分類 したア ミノ酸残基 をX位 に導入 し、それ ら トリペプチ ドの活性 を測
定 した ところ、X位 に塩基性ア ミノ酸や芳香族ア ミノ酸が存在す る揚合 には、
活性がみ られなかった。その他のアミノ酸残基では、PN消去活性がみ られ、特
にCySEを 含むペプチ ドは、強力なPN消 去活性 を示 した。体内では、PNに
よるT置 残基 とCySI{残基の修飾反応が起 こることが知 られている。His残基
をTソrに置換 した トリペプチ ドライブラリー(XYW照YYX)の 揚合、Gly、
Asn、Gln、Cys力沖 心にあるものを除いて、2つ のTyr残基を含むほとん どの
トリペプチ ドに活性がみ られた。特にCys残基がN末 端及びC末 端に存在す る
とき、強い活性が観察 された。 これ らの結果か ら、活性の発現には構成ア ミノ
酸の種類だけでなく、ア ミノ酸配列も活性に大 きく寄与す ることが分かった。
また、3・Morpholi:nosydnor注血ne(SIN・1)からのPN形 成の阻害を調べたとこ
ろ、CySH・His・His(CH且)とCyS且・TyrT置(CYY)が最 も強い活性を示 した(Fig.
12)。それ らの阻害活性は、濃度依存的に増加 した。
一121一
第二章 米糠タンパク質の調製及びその応用
米糠は精米の副産物として年間100万トン以上生成するが、そのほとんどは
有効に利用されていないのが現状である。すなわち、米糠には約12～15%のタ
ンパク質が含まれており、低アレルゲン性で栄養価の高い良質なタンパク質で
あることが認識されていながら、低い溶解性や、ミネラル吸収を阻害するフイ
チン酸が多量に含まれていることなどが障害 となり、有効利用を拒んできた。
本章では、未利用タンパク質資源の有効利用を目的に、米糠から低フイチン
酸含量のタンパク質の調製法を検討 し、さらに単離 した米糠タンパク質からの
生分解性フイルムの開発を試みた。 り
第一節 低フイチン酸米糠タンパク質の調製 とその特性
1.米糠タンパク質の抽出
0.05MのNaO且水溶液に米糠 を'10%になるよ うに加 え、タンパ ク質抽出効
率における超音波処理の影響を調べた。超音波処理(60且z)に伴って、タンパ
ク質の抽出率が増加 し、20分間の処理で最高の収量 と(76.5±1,0%)とタンパ
ク質含量(75.5士0.8%)が得 られた(Table1)。20分間以上処理 しても抽 出率の
増加 はみ られなかった。超音波処理によって米糠 の組織が破壊 され、タンパ ク
質 と溶媒が接触 しやす くなり、タンパ ク質の抽 出率が増加 したもの と考 えられ
る。キシラーゼやセルラーゼなどの酵素処理 を併用 して抽 出を検討 したが、超
音波処理が最 も効果的であることが判明 した。
2.塩酸処理によるフイチン酸の除去
大豆タンパ ク質からのフイチン酸除去法 として、従来、塩抽出法、イオン交
換樹脂法、ブイターゼ処理法な どの方法が報告 されている。米糠 タンパク質に
おいても、これ らの方法を試みたが、いずれ の方法も効率や簡便性の点で大量
処理 には不適であった。そこで、希塩酸処理 による簡便、かつ効率的な抽出法
の確立を 目指 した。塩酸濃度の増加 に伴 って、フイチン酸の除去効率が増加 し、
0.6MH:C1の処理では1回 の抽出で95%以上のブイチン酸 を除去す ることがで
きた(:Fig,13)。温度や時間の影響を調べた ところ、有意差が認め られなかった
ため、室温での処理時間を30分間に定めた。希塩酸抽 出処理によって低分子ペ
プチ ドの ロス と考えられるタンパ ク質含量の低 下がみ られ たものの、従来の方
法 と比べて、本法が最 も優れていることを確認 した。
3.米糠タンパク質の特性及び機能性
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希塩酸処理によ り、わずかな溶解性の低下が観察 された(Fig.14)。しか し、超
音波処理 によって処理 と未処理の両 タンパ ク質 ともにpH6～8の 範囲で溶解
性の増加がみ られ、両者 は同等の溶解性 を示 した。超音波で生 じる瞬間的高圧
によってタンパ ク質粒子が破壊 され、タンパ ク質 と水 との相互作用が増加 した
ためと考 えられる。8一アニ リノ ー1一ナフタリンスルホン酸(ANS)を 蛍光プ
ローブ として用いて表面疎水性 を比較 した ところ、希塩酸処理タンパ ク質の方
力塙 い値を示 し、希塩酸処理、あるいはタンパ ク質 と結合 していたブイチ ン酸
の除去によってタンパク質の表面特性が変化 したことが分かった。
乳化性については、希塩酸処理 した米糠 タンパク質(RBP)が未処理RBPよ
り高い値を示 した。励起波長290nmにおける蛍光スペク トル を測定 した ところ、
希塩酸処理RBPで は蛍光強度の若干の低下はみ られたものの、335mn付近で
Trp残基の蛍光極大カミ検出された。両RBPと もに変性剤(尿 素、SDS)の存在
下で立体構造の変化に因る蛍光極大のシフ ト及び強度の変化がみ られ、変性の
しやす さに違いはみ られなかった(:Fig.15)。RBP及び希塩酸処理RBPのFTIR
スペク トルでは、アミ ド1領 域では5っ の吸収バン ドが検出されたが、アミド
IIでは小 さな吸収 しか検出されなかった(:Fig.16)。スペク トル強度から、RBP
の2次 構造ではランダム構造(1652cmμ一1)とβ構造(1631c紐1)が優勢であ
ることが分かった7。また、 βシー ト(1690cm1)とβターン(1670c阻1>構造
の存在 も予測 された。希塩酸処理 による主要 ピークの変化はみ られず、RBPの
2次構造の変化は小さいことが分かった。
第二節 米糠タンパク質からの生分解性フイルムの作成
1.タ ンパク質フイルムの形成
米糠タンパク質(RBP)は、脱脂米糠 からアルカ リ水溶液で抽出して実験に供
した。比較のために、市販分離大豆タンパク質(SP)(FujiproR)を用いた。5%
タンパク質溶液に可塑剤 としてグリセ ロール を添加 し、pHを調整 した後、撹搾
しなが ら90℃で30分間加熱処理を行 った。タンパ ク質溶液10m1を直径10c皿の
ポ リスチレンプ レー トに注加 し、60℃で5時 間乾燥 して半透明なフイルムを形
成 した。形成 したフイルムの機械的特性 をテクスチャーアナライザー(T八XT2i)
を用いて調べた。
5%タ ンパ ク質溶液にグ リセ ロール の濃度 を変えて添加 し、可塑剤の影響 を
調べた。40%で可塑性を示 したが、30%以下になると固くて脆 く、また60%以
上になると強度が著 しく低下 した。大豆タンパク質 フイルムの揚合、pHの増加
に伴ってフイル ム強度が増加 したが、米糠 タンパク質では有意な差はみ られな
かった。両タンパク質 ともpH6で フイルム強度が顕著 に低下 した。また加熱温
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度を増加する とフイルム強度が増加 し、go℃で特に高い値を示 した(Fig.17)。
しかし、これ以上温度を高 くして もフイルムの強度は増加 しなかった。
2.タ ンパク質の2次 構造変化 とフイルム形成
フイルム形成にタンパク質 の変性 が大きく関わることが示唆 されたので、加
熱によるタンパク質2次 構造の変化をFTIRで分析 した(Fig.18)。未那熱1田P
では、1651c!ガ1と1632c!ガ1で吸収 ピークが観察 され、ランダム構造 とβ構造が
支配的であった。加熱によって、ランダム構造(1644c皿1)が増加 し、 さらに
加熱すると1621c血一1、1638c㎡1(βシー ト)、1680cゴ1(逆平衡 βシー ト)、1663cm
91(βターン)でピークが現れ、β構造の増加が示 された8。SPの加熱によって、
1654c㎡エ(αヘ リックス構造)で 新たなバン ドが生 じた。
ランダム構造の減少に伴 った β構造の増加 は、凝集体の形成 と密接な関係が
ある。そ こで、加熱処理後のタンパク質溶液を リンタングステン酸ナ トリウム
でネガティブ染色 し、透過型電子顕微鏡でタンパク質分子 を観察 した(Fig.19)。
未加熱の場合、直径約20～40nmの球状体が観察 されたが、加熱 によって1田P、
SPともに80～150n田の直鎖または分岐鎖状の凝集体が形成 した。それ らの凝集
体が集合 し、タンパク質問相互作用 を介 してネ ッ トワーク構造を形成す ると考
えられ る。加熱 によって繊維状の凝集体が形成 され、フイルム強度が増加 した
ことか ら、加熱 によるフイルム強度の増加 は、規則正 しい αヘ リックス構造 と
β構造が多 く含 まれたタンパ ク質分子の寄与によるものであることが推定され
た。事実、フイルムのFTIRスペク トルを分析 した ところ、 β構造の増加が確認
された(Fig.20)。大豆 タンパ ク質フイルム断面には太い繊維状構造がみ られ
たが、米糠 タンパク質フイルムにはみ られず、穎粒状の構造が 目立った。両者
の表面構造 はともに平坦であった(Fig.21)。
3.フイル ム特性に及ぼす酸化の影響
アスコル ビン酸/FeC13酸化系を用いて タンパク質を酸化 し、フイルム強度の
変化を調べた。30分間の酸化反応で強度は著 しく増加 したが、反応時間を長 く
す るとフイルム強度は逆に低下 した。酸化による強度の増加は、2一 メルカプ
トエタノール(2-ME)の 添加 によって約35%低 下 したことから、ジスルフイ
ド結合 による分子間架橋の形成 がフイルム強度 の増加 に関与す ることが示 され
た。酸化反応時間の延長 に伴 った フイルム強度 の低下は、酸化によるタンパク
質の断片化が原因 と考えられ る。酸化処理30分間で、SPとRBPのフイルムの溶
解性は、それぞれ18%と25%低下 したので、架橋形成によってタンパク質の溶
解性を低下 させ、耐:水性を向上 させ ることが可能であった(Fig.22)。タンパク
質フイルム強度にS-S架橋の関与が考えられることか らSH基含量の変化を調べ
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た。酸化反応時間 とともにSH基の含量が低下し、S-S結合の形成 を確認 した(Fig.
23)。また、励起波長325nmにおける400-420㎜の蛍光スペク トル を測定 した
結果、チロシン残基の架橋形成 によるジチロシン含量の増加が検出できた。
これ らのタンパク質分子間の架橋形成により、 より緻密なネ ッ トワー ク構造
が形成 されたため、フイルムの強度 と耐水性が増加 した と考え られ る。また、
疎水性の増加 とともにフイルム強度が増加 したことか ら、フイルム形成 におい
てタンパ ク質分子問の共有結合 に加え、疎水性相互作用が重要な役割 を果たし
ていると考えられ る。
第三章 マイ クロキャピラ リーチ ューブを用いたタンパク質の加水分解 に よる
ア ミノ酸分析
タンパク質のア ミノ酸組成分析は、タンパク質の構造解析 において必須であ
るばか りでなく、食品タンパク質の栄養価 を正確に評価するにあたっても非常
に重要である。タンパ ク質の加水分解は、6M塩 酸を用いて110℃で24時間分
解す る方法が多 く使われているが、 この場合Tfpな どの不安定アミノ酸はほと
ん ど酸化 され る。当研究室では、フエ ノール存在下で高温、短時間分解 して、
Trpを保護する方法を考案 した。しか し、従来タイプの加水分解チューブでは脱
気作業 を要するな ど、取 り扱いが面倒であることか ら、改善が期待 された。
本章では、マイクロキャピラジーチューブを用いた高温下でのタンパ ク質加
水分解 を検討 し、オル トフタルジアルデヒ ド(OPA)試薬による簡便且つ高精
度のア ミノ酸分析法の開発 を試みた。
1.マ イクロキャピラリーチューブを用いたタンパ ク質の加水分解
タンパ ク質(1pg/皿)をフエノールが含まれた6MHC1に溶か し、20p1のマイ
クロキャピラリーチューブに移 した。このチ ューブの片方をガスバーナで封 じ
た後、2000rpmで遠心分離 して、封 じた方に溶液 を移動 させた。 口が開いた側
の1cm位 の ところでチューブを封 じた後、異なる温度 と時間で加水分解を行っ
た。加水分解が終了 したチューブを空間部の端か ら5mm位 で切 り、加水分解
液 を遠心により直接ア ミノ酸分析器のオー トサ ンプラーのサンプルチューブに
移 し、減圧乾燥後ア ミノ酸分析装置で組成を分析 した。マイクロキャピラリー
チューブを用い ることによって、チューブ内の空気量を減少 し、酸化の防止を
意図 した。
2.加 水分解条件の検討
標準ア ミノ酸混合物を異なる条件で加水分解 して回収率を検討 した。6M
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H:C1への3%フ エ ノールの添加で 丁加、Met、Tryの回収率は向上 した。しかし、
Thr、Serの回収率は低下 し、加水分解8時 間では回収率は50%であった。すな
わち、ThrとSerに対 してはフエノールの保護効果はみ られなかった。145℃で
4時問分解 した場合、6MHC1におけるフエノール濃度の増加に伴っで 野p、Tアr、
Metの回収率が増加 し、3%の濃度では、丁増 とMetでほぼ100%、Trpでは80%
近い回収率を得た(Fig24)。加水分解温度の影響 を調べたところ、160℃で短時
間分解す る方法は、回収率が低 く.高 い温度での加水分解は好ましくないこと
が判明 した。
以上の結果か ら、タンパク質約5μgを20p1の塩酸 に溶か し、145℃で4時 間
加水分解するのを最適条件 とした。 この条件下で、 リゾチーム、牛血清アル ウ
ミン(BSA)、ハブボスホ リパーゼA2(PLA2)を加水分解 し、ア ミノ酸組成分
析を行ったところ、Trp、Tアr、Metなど不安定なア ミノ酸の回収率が酸化防止
剤を含んでない塩酸加水分解 に比べて向上 したものの、Trpの回収率は50%に
止まった。 フエノールに加え、2一 メルカプ トエタノール(2・ME)を0.2%添
加 したところ、回収率は70%以上に向上 した(Table2)。マイクロキャピラリ
ーチ ューブでの加水分解 によって、脱気せずに、従来法に増す結果が得られた
ことか ら、酸加水分解の自動化な どへの応用が期待できる。
総括
1.大豆タンパク質酵素分解物が示すカルシウム塩結晶化阻害活性の発現には、
酸性アミノ酸の分子内の分布 と配列が関与 していることが明らかになった。タ
ンパク質やペプチ ドの種類によって異なる形の結晶が生成され、結晶形成の制
御への応用の可能性が示唆された。
2.タ ンパ ク質分解物のペルオキシナイ トライ ト(PN)消去活性には、恥 残
基 とCyS且残基が重要な役割 を果たしていることが トリペプチ ドライブラリー
を用いた構造活性相関の検討か ら明らかになった。
3・米糠か ら低 ブイチン酸タンパ ク質 を簡便かつ効率的な方法で調製 した。0.6M
塩酸処理によるタンパク質の2次 構造の変化 はほとん ど検 出されず、タンパ ク
質分子表面の疎水性の増加が観察 された。
4,40%グリセ ロールを添加 した5%米 糠タンパ ク質溶液か ら半透明なフイルム
を形成 した。 タンパク質フイルム形成 を支配す る構造因子 として、タンパ ク質
の表面疎水性、2次構造の変化に加 えて、ジスル フイ ド結合 の生成が考 えられる。
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タンパク質分子間架橋によってフイルムの強度と耐水性が増加した。
5.マ イ クロキャピラリーチューブを用いたタンパク質の短時間酸加水分解法
(145℃、4時 間)を 設定した。6M塩 酸にフエノール及び2一 メルカプ トエタ
ノール を添加す ることによって、Trpを含む全ア ミノ酸の分析が可能になった。
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ValuesareexpressedbyassumingthattherecoveryofAlawasIQO%,
A:6MHCIalone,B:6MHCI+3%phenol,c:6MHCI+3%phenol+U.2%2-ME.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食品タンパク質を部分分解 して得 られるペプチ ドには,栄養素の供給源としての基本的機能に加え
て,起 泡性や乳化性などの2次機能性,生 体機能の調節に関わる3次機能性があることが知 られてい
る。従って,未 利用あるいは低利用のタンパク質資源を有効利用するためには,さ らなる機能性素材
の開発が必須の課題である。本研究は,タ ンパク質資源からの機能性素材の開発を目指 し,食品 タン
パク質を種々の酵素で分解 して得たペプチ ドの機能性を評価するとともに,未利用資源である米糠か
ら高純度のタンパク質を調製 し,それの機能性素材 としての応用を図ったものである。
先ず本研究では,大豆 タンパク質の酵素分解物がカル シウム塩の結晶化を阻害す ることを発見 し,
活性の発現に酸性ア ミノ酸の分子内分布 と配列が関与 していること,及びその阻害機構が結晶核の生
成 と成長の両方に関係 していることを明らかにした。 また,食塩 ・ラクトース ・有機酸の添加や,タ
ンパ ク質分解物のグルタミナーゼ処理によってこの活性を増強させることに成功 した。 グルタミナー
ゼ処理はタンパク質分解物のペプシン消化耐性 も向上 させた。 さらに,タ ンパク質やその分解物がカ
ルシウム塩の結晶形に与える影響を電子顕微鏡で観察 し,結晶形成制御への応用性を示 した。続いて,
タンパク質分解物がペルオキシナイ トライ ト消去活性を持っことを示 し,チロシン残基 とシステイン
残基の存在と配置が重要な役割を果たしていることを トリペプチ ドライブラリーを用いた構造活性相
関の検討か ら明 らかにした。
次に,米糠か らの低 フィチン酸 タンパク質の簡便かっ効率的な方法を開発 した。 フィチン酸の抽出
に用いた希塩酸処理によってタンパ ク質の2次構造は大 きく変化することなく,表面疎水性が増加す
ることを,フ ー リエ変換赤外分光法や蛍光プローブを用いた分析で明 らかにした。 ここで調製 したタ
ンパク質を用いてタンパク質 フィルムの作成を行い,膜強度に与える2次構造変化とジスルフィド結
合形成の影響を解析 した。
本研究では,タ ンパ ク質の特性を決定する重要な因子であるアミノ酸組成を分析するための簡便迅
速な酸加水分解法 も設定 した。 この方法 はフェノールを含む塩酸を用い,マイクロキャピラリ」チュー
ブ内で高温短時間分解を行 うものであり,脱気操作をすることなく不安定ア ミノ酸を回収できる優れ
た利点を持つ。
以上のように本論文は,タ ンパク質資源からの機能性素材の開発を目指 し,未利用資源からのタン
パク質の調製と化学的分析,タ ンパク質の酵素分解とその分解物の機能特性,機能性発現の機構解明,
の各段階において独自の研究への取 り組みによって新規の知見及び実用性の高い成果を得ており,博
士(農 学)の 学位を授与するに値すると判定 した。
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